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Zagrebačka ml jekara 
POUZDANOST POKUSA NA PEROKSIDAZU I FOSFATAZU 
U KONTROLI ISPRAVNO PASTERIZIRANOG 
MLIJEKA I VRHNJA 
P r a v i l n i k o k v a l i t e t i m 1 i j e k a i p r o i z v o d a o d m 1 i j e k a 
(PKM) objavl jen u SI. l istu SFRJ br . 15/64. propisuje, da dugotrajno i kratko­
trajno pasterizirano mlijeko mora dati negativnu reakciju na fosfatazu, a vi­
soko pasterizirano mlijeko negativnu reakciju na peroksidazu. U tom se P r a ­
vi ln iku dalje navodi, da se p r i dobro p rovedenoj t ra jnoj i k ra tko t ra jno j pas t e ­
rizaciji un i š t ava fosfataza, a p r i visokoj peroksidaza . 
Ako se u dugotrajno i k r a tko t r a jno pas te r iz i ranom mli jeku us tanovi po 
jednoj od metoda ispit ivanja enzim fosfataza, to je p r e m a P K M dokaz, da to 
mlijeko ni je bilo zagri javano dovoljno dugo ili p r i dovoljno visokoj t e m p e r a t u r i 
odnosno da m u je naknadno dodano sirovo mli jeko. Ako se u visoko pas ter iz i ­
r anom ml i jeku prema P K M ustanovi enzim peroksidaza, dokaz je da to mli jeko 
nije i spravno zagrijano. Ni u jednom, n i u d rugom slučaju mlijeko se u smislu 
P K M n e može smat ra t i i spravno pas te r iz i ran im, i n e smije se s tavl jat i u p r o ­
me t odnosno prodaju. P r e m a P K M nalaz peroks idaze odnosno fosfataze, nakon 
p rovedene topl inske obrade, t akođer m o r a b i t i nega t ivan u s la tkom i kiselom 
v rhn ju t e u maslacu. 
Osv rnu t ćemo se na novija i s t raž ivanja o pouzdanost i pokusa na peroks i ­
dazu i fosfatazu. 
A) P O K U S NA PEROKSIDAZU 
P o k u s n a peroksidazu bio je tačno pr i lagođen t ipu pas te ra k a k a v j e b io 
pr i l ikom uvođenja pločastog pas tera . Pobol j šanjem t ipova t ih uređa ja za g r i ­
janje, osobito posljednjih godina, p romi jen i l i su se tehničk i p reduvje t i za pokus 
na peroksidazu. U p rvom redu poboljšao se p ro tok mli jeka i s t i m e u vezi sma­
njilo se t r a jan je grijanja. Uza sve to u j ednakoj mje r i su se uniš t i l i mik roorga ­
nizmi, a uve l ike uščuvala svojstva ml i jeka , a i enzima. Kod definiranja t r i ju 
pos tupaka paster izaci je ni je se j ednako pos tupalo . Definicija dugot ra jne pas t e ­
rizacije b i la je, da se mlijeko grije 30 m i n u t a p r i 62 do 65°C. Kod k ra tko t r a jne 
i visoke paster izaci je odustalo se od u t v r đ i v a n j a t e m p e r a t u r e i t ra jan ja zagr i ­
javanja . To se nepovoljno odrazilo n a pouzdanos t pokusa n a peroksidazu, 
Gr i j an jem mli jeka p r i 85°C, p r e m a postojećim propis ima, za visoku pas t e ­
rizaciju peroksidaza se potpuno ne un i š t ava . Oko 1,5% peroksidaze koju sadrži 
sirovo ml i jeko ostaje neuniš tena . Kol ič ina peroksidaze , koja zaostaje nakon 
gri janja, može va r i r a t i od 10 do 20%, š to zavisi o količini, koju sadrži sirovo 
mli jeko. 
Buduć i da osjetljivost reagencija za određ ivan je peroksidaze nije jednaka , 
t rebalo bi propisa t i s t anda rd p r e m a ko jem bi se t e reagenci je ispi tale pr i je p r o ­
vedbe pokusa na peroksidazu. Ta po t r eba osobito dolazi do izražaja u m e đ u ­
n a r o d n o m prometu , kad se t raži p r im jena pokusa n a peroksidazu. Dolazilo je 
npr . do zabuna u kontrol i mli jeka u p r a h u , k a d a su se pr i l ikom ispi t ivanja u p o -
t rebi le osjetl j ivije reagencije. 
Još j e teže dokazat i propisno zagr i javanje s pomoću pokusa na peroksidazu, 
ako se n e k a n i dokazati sirovo mlijeko, već ml i jeko koje ni je dovoljno zagr i ­
jano, np r . k a d iz jednog pas te ra istječe j edan sat u t a n k mli jeko koje j e p r o -
pisno gr i jano p r i 85°C, a za t im mlijeko koje je 15 minu ta gr i jano pr i 83°C. Ovo 
se ne 'može dokazat i pokusom n a peroksidazu. 
Na osnovu r adova S c h w a r z a i S y d o w a (1949) u propisno zagr i ja­
nom mli jeku p r i 85°C mogu se s pomoću reagensa N3 dokazat i ove količine n e ­
dovoljno zagr i janog ml i jeka: 
6 0 % mli jeka gr i janog p r i 83°C 
2 0 % „ „ „ 82°C 
10% „ „ „ 81°C 
5 % „ „ „ 80°C 
5 % sirovog ml i jeka 
Radi toga kontrolni uzorak valja uzeti samo i neposredno nakon izlaska 
mlijeka iz izmjenjivača topline. Tada se jedino može dokazat i da li je mli jeko 
zagri jano p r i nižoj t e m p e r a t u r i od 85°C, a n ikako ne u mli jeku uzetom iz t anka , 
u kojem j e izmiješano propisno gri jano mlijeko s nedovoljno zagri janim. 
Pozi t ivna reakci ja n a peroks idazu t reba la bi biti dokazom, da je mli jeko 
nedovoljno zagri jano. Međut im, to nije zbog regeneraci je (naknadne reakcije) 
peroksidaze. 
Daljnja nepouzdanost reakcije na peroksidazu jeste u tome da se peroksi-
daza posve ne uništava pri 85°C. Razl ikujemo or iginalnu od r egene r i r ane p e ­
roksidaze. Vrlo je teško m a n j e količine originalne peroksidaze, koje se na laze u 
nedovoljno zagr i j anom ml i jeku ne uništ i t i , kako bi se isključila r egene r i r ana 
peroksidaza. To se može postići ili spontanim kiseljenjem ili n a k n a d n o m p a s t e ­
rizacijom ml i jeka p r i 70°C za v r i j eme od 10 minuta . Na jmanje ods tupanje od 
spomenute t e m p e r a t u r e ima za posljedicu uniš tavanje or ig inalne peroks idaze 
ili j edan dio r egene r i r ane peroksidaze ostaje neuniš ten. 
Na osnovu toga regenerac i ja sprečava mogućnost dokazivanja nedovol jno 
zagri janog mli jeka . S igurnos t ove me tode dokazivanja, k a k o je napr i j ed n a ­
vedeno, još j e m a n j a za mli jeko koje potječe iz t rgovačke mreže, jer je pe roks i ­
daza uvel ike r egene r i r ana . Za to t r eba uzimat i uzorke mli jeka, kad istječe iz 
u ređa ja za gri janje . T a d a može poslužiti za kont ro lu u samom pogonu i ne t r e b a 
se bojat i smetnja , koje nas ta ju miješanjem propisno zagri janog mli jeka s d r u ­
gim mli jekom ni t i po javom regeneraci je . 
Daljnja poteškoća kod prosuđivanja visoko zagri janog mli jeka s pomoću 
pokusa na peroks idazu izgleda da je i u tome, što oštećenje peroksidaze uve l ike 
zavisi o svježini ml i jeka koje se grije. Peroksidaza se to više oštećuje, š to je 
mli jeko s tar i je . 
"Još su kompl ic i ran i j i odnosi kod visoko zagri jane s i ru tke . Ako se svježa 
s i ru tka visoko zagr i je pona jp r i j e se oštećuje peroksidaza kao i u svježem m l i ­
jeku, dok je regenerac i ja mnogo manja . Što su uzorci s i ru tke stariji , to se s m a ­
njuje akt ivnost peroks idaze . Dva do t r i dana stara, nedovoljno zagr i jana s i ru tka , 
pa čak i s i rova s i ru tka , ako se dulje v remena čuva p r i t e m p e r a t u r i od 40°C, 
daje nega t ivn i ishod reakci je n a peroksidazu i dovodi u zabunu, da j e s i r u t k a 
propisno zagr i jana p r i visokoj t empera tu r i . Stara sirutka kao i staro mlijeko 
daje negativnu reakicju na peroksidazu već kada se grije pri 81°C. 
Iz napr i jed n a v e d e n i h razloga u zadnje v r i j eme reakci ja na pe roks idazu 
sma t r a se nepouzdanom. Pokuša lo se usporedit i , ponajviše u pogledu n j ihove 
tačnosti , pokus n a pe roks idazu s reakci jom na fosfatazu. Međut im, to i pak n i j e 
pravi lno . Fosfataza se posve un i š t ava već k ra tko t r a jnom paster izaci jom ml i j eka 
p r i 71°C za 30 do 40 sekunda . Međut im, kod sadašnjih t ipova pas te ra reakc i j a 
na peroks idazu ni je p r i k l a d n a kao dokaz da je mli jeko visoko gr i jano p r i 85°C. 
Pokus n a fosfatazu ne može se upotr i jebi t i k a o zamjena za pokus n a p e ­
roksidazu, je r je kod visokog zagr i javanja već p r i 76°C reakci ja na fosfatazu 
negat ivna . Da je mlijeko zagrijano pri rasponu temperature od 75° do 85°C naj­
bolje se može dokazati s pomoću dijagrama temperature na uređaju za pasteri­
zaciju. Tačnost t akve registraci je iznosi + 0,5°C. Tačno održavanje t e m p e r a t u r e 
u uređa ju za pasterizaciju može se još os igurat i doda tn im relejem, povezanim 
sa živinim kon tak tn im te rmomet rom, koji će s tavi t i u pogon a l a rmn i uređa j ili 
p rekidač e lekt r ične struje. 
Da li je došlo do prodora sirovog mli jeka ili je ono n a k n a d n o dospjelo u 
propisno' zagri jano mlijeko, na jmanje možemo to dokazat i reakci jom n a fosfa­
tazu, s obzirom da se njome može u tv rd i t i p r i su tnos t od 0,51% sirovog mli jeka. 
I u svakom slučaju negat ivnog r ezu l t a t a pokusa na peroksidazu t r eba t a ­
kođer ispi ta t i visoko zagri jano mli jeko n a fosfatazu, da b i se u tv rd i la even tua lna 
sadržina sirovog mlijeka. 
B) P O K U S NA FOSFATAZU 
G i l c r e a s je već god. 1939. opazio da je 4 0 % uzoraka v rhn ja nakon 
i spravno p rovedene pasterizacije u e lek t ro -pas te ru dava lo pozi t ivnu reakci ju 
n a fosfatazu, pa je izgledalo da je t o m e razlog nedovol jno gri janje. Međut im, 
svi uzorci paster iz i ranog mli jeka su nap ro t iv dal i nega t ivnu reakciju. I s te je 
godine B r o w n dokazao, da je koncent rac i ja enzima u v rhn ju veća od one u 
mli jeku i da se zbog toga vrhn je mora gr i ja t i p r i višoj t e m p e r a t u r i nego ml i je­
ko. Zapazio je čak da maslac proizveden iz bespr i jekorno pas ter iz i ranog v rhn ja 
koje j e dalo nega t ivnu reakci ju n a fosfatazu, pokazuje pozi t ivnu reakci ju na 
fosfatazu, ako se drži p r i sobnoj t e m p e r a t u r i . Is t i au to r sma t ra s igurn im da se 
ovdje n e r ad i o bakter i jskoj fosfatazi, već mnogo pr i je o pravoj regeneracij i . 
W i l e y , N e w m a n i W h i t e h e a d su god. 1941 također konsta t i ra l i , da 
zagr i javanje mli jeka pr i visokoj t e m p e r a t u r i u vac rea to ru čak p r i 93,3 2C 
(200°F) ne un iš tava potpuno fosfatazu. 
Objasnil i su to t ime da v rhn je sadrži neš to »vezane« fosfataze, koja se oslo­
bađa dodavanjem soli ili šećera odnosno pr i l ikom sušenja v rhn ja u v a k u u m u . 
Do tog je časa fosfataza zaštićena topl j iv im b j e l ančev inama koje se dena tu r i ra ju 
gr i janjem. B a r b e r i F r a z i e r (1943) opazili su n a k n a d n i nas t anak pozi t ivne 
reakci je na fosfatazu i u ohlađenom pas te r i z i r anom vrhn ju . 
R i t t e r (1953) j e v r lo tačno opisao fosfatazu p r i pasterizaci j i v rhn ja . P o 
njegovim podacima v rhn je se m o r a gr i ja t i na jman je 1 m i n u t u p r i 70°C da b i 
dalo nega t ivan rezul ta t pokusa na fosfatazu. Fosfataza se p o njegovim opaža­
nj ima kemi jsk im p u t e m reak t iv i r a u p r i su tnos t i razl iči t ih tvar i , kao npr . n a ­
t r i j evog klorida, magnezijevog klorida, saharoze , ga laktoze i s tanovi t ih ka lc i ­
jevih spojeva. 
Da reakci ja na fosfatazu kod razl iči t ih ml ječnih proizvoda zakazuje i da 
može dovesti do pogrešne ocjene proizlazi iz toga, š to čak uper iz i rano, t j . p r a k ­
tički s ter i lno mli jeko pokazuje pozi t ivni fosfatazni test, o čemu izvještavaju 
W r i g h t i T r a m e r (1953). U toku sedmodnevnog čuvanja p r i 22—37°C 
(maks imum pr i 30°C) povisuje se fosfatazna vr i jednos t mli jeka od 2,5—2,8 n a 
13—18 Lovibond-jedinica, iako je ono još uv i jek ster i lno, pa je t ime iskl jučena 
pojava bak te r i j ske fosfataze. P r e m a P r o c t e r u (1949) n e radi se t u o pravoj 
regeneraci j i , nego o reakcij i sulfhidr i lnih g rupa , koje se oslobađaju gr i janjem 
mli jeka p r i visokoj t empera tu r i . 
S i e g e n t h a l e r (1954 i 1956) se bavio ponajviše tučen im vrhnjem, pa je 
zapazio, da n a k o n zagr i javanja p r i visokoj t empera tu r i dolazi do regeneraci je 
fosfataze. Kao što je kod regeneraci je peroksidaze, tako je i kod regeneraci je 
fosfataze r egene r i r an i enzim osjetljiviji od originalnog, i gr i janjem vrhnja 5 
m i n u t a pr i 55°C un i š t ava ga se 75%, dok se visokom paster izaci jom uništ i samo 
2 5 % originalnog enzima. 
W r i g h t (1956) je u tv rd io regeneraci ju fosfataze ne samo u vrhn ju nego 
i u mli jeku s tanovi t ih f a rma nakon provedene k ra tko t r a jne pasterizacije p r i 
normalnoj t e m p e r a t u r i (71 do 72°C/15 sek.). I u mli jeku zagr i javanom iznad 
100°C us tanovl jena je regeneraci ja fosfataze. Samo dugotrajno pasterizirano 
mlijeko u nijednom slučaju nije dalo pozitivnu reakciju na fosfatazu niti je u 
njemu kasnije nastupila regeneracija. 
S i m o n a r t i H u b e r 1 a n t (1956) objasnili su regeneraci ju fosfataze. 
Oni su na ime opazili, da ot rovi enzima, kao što su formalin i sublimat, spreča­
vaju ponovnu po javu pozi t ivne fosfatazne reakcije u pas te r iz i ranom vrhnju , 
dok to nap ro t iv n e č ine toluol, vodikov superoksid i penicil in. S d ruge s t r ane 
inverzij i (»preokretu« reakcije) pogoduje šećer, na t r i jev klorid, površinski ak ­
t ivne tva r i k a o š to je np r . k lor id kva te rnog alki lamina i evapor i ranje . Iz ovih 
pojava dade se zaključit i , da regeneraci ja nas ta je oslobađnjem »vezane« ili »za­
štićene« fosfataze. Vjeroja tno je ta zašt i ta f izikalno-kemijske pr i rode . 
S c h o l z (1956) je potvrdio , da je fosfataza vezana na mas t i što je mli jeko 
masni je , to je n jena vr i jednost viša. U kra tko t ra jno pas te r i z i ranom vrhn ju koje 
se čuva pr i t e m p e r a t u r i od 10 do 30°C vri jednost fosfataze se povećava. 
P a s c h k e (1958) se bavio reak t iv i ran jem fosfataze u maslacu. Dok m a ­
slac iz kiselog v r h n j a n e pokazuje pojave regeneraci je , u mas lacu iz s latkog 
v rhn ja na s tupa n a k o n j edne do dvije sedmice tako jaka regeneraci ja , da se više 
ne može dokazat i da li je v rhn j e bilo pravi lno zagri jano. 
F r a m (1957) je is t raživao kra tko t ra jno zagri jano vrhnje , mli jeko i obrano 
mli jeko. Vrhn je (20%, odnosno 38%) gri jano 16 sekunda p r i 74°C dalo j e p o ­
zi t ivnu reakci ju n a fosfatazu nakon 2 sata čuvanja p r i 31°C, mlijeko nakon 6 
sati, a obrano mli jeko n a k o n 18 sati . 
P a s c h k e (1960) je u tv rd io , da se kisela fosfataza ne regener i ra u s la t ­
kom vrhn ju n i u mas lacu iz s latkog vrhnja , i izradio je me todu za raz l ikovanje 
or iginalne od r egene r i r ane fosfataze. 
M i c k l e , D r a b i O l s o n su potpuno opovrgli pouzdanost pokusa n a 
fosfatazu k a d a su u tvrd i l i , da se akt ivnost fosfataze povećava čak i u dugo­
t ra jno pas te r i z i ranom ml i jeku (63 odnosno 67°C). Fosfataza se p r i 22 i 32°C b rže 
regener i ra nego ako se čuva p r i 11°C. Akt ivnost fosfataze povećava se čuvanjem 
mli jeka neovisno o t e m p e r a t u r i čuvanja. 
M a c F a r r e n , T h o m a s , B l a c k i C a m p b e l l (1960) us tanovi l i su 
opt imalne uv je te regenerac i je fosfataze, a ti su za mli jeko pr i t e m p e r a t u r i g r i ­
janja od 104 do 110°C, a za v r h n j e pr i 104 do 121°C, kada se n a k o n toga ml i jeko 
odnosno v rhn je čuvaju p r i 34°C. Regeneraci ja se povećava dodavanjem 1,5% 
magnezi jevog k lor ida v r h n j u odnosno 2 % mlijeka. Akt ivnos t fosfataze se p o ­
većava za 8 do 10 pu t a . 
S y d o w (1962) na temelju podataka navedenih istraživanja, da iz pozitiv­
ne reakcije na fosfatazu ne može odmah zaključiti na neispravan rad pastera 
ili na pr i su tnos t sirovog mlijeka, osobito ako se mli jeko i mlječni proizvodi za­
gri javaju p r i visokoj t empera tu r i . U t im s lučajevima po t rebna je rad i p rosu­
đivanja ispravnost i zagri javanja, osim pokusa na fosfatazu, bakter iološka p r e ­
t raga (nalaz koliformnih bakter i ja , b ro j živih bakter i ja ) i t e rmogram uređaja 
za gri janje . 
Z A K L J U Č A K 
Kont ro ln i organi vanjskih inspekcijskih službi (sani tarne, ve te r ina r ske i 
tržne) p r id ržava ju se odredaba postojećeg PKM, te po is tom donose i r ješenja 
na temel ju izvršenih laboratori jskih p re t r aga . Buduć i da ocjena o> ispravnost i 
r ada pas t e ra odnosno postupka paster izaci je na osnovu pozitivnog rezu l t a ta 
pokusa n a peroksidazu ili pokusa na fosfatazu često donosi ml jekarskoj p r o ­
izvodnji ma te r i j a lne gubi tke — pot rebno je h i tno mi jen ja t i postojeći P K M . 
Iz izloženog vidljivo je, da se propis i o kont ro l i i spravno provedenih p o ­
s tupaka topl inske obrade mli jeka i v rhn j a — pokus na peroksidazu i pokus na 
fosfatazu — koje sadržava P K M ne temel je n a današn j im naučn im saznanjima, 
pa stoga pred lažem da naši naučni ins t i tu t i , fakul te t i ili ml jekarska s t ručna 
udruženja iz rade pri jedlog nadležnim organ ima za i sp ravak i nadopunu nave ­
denih propisa Prav i ln ika o kval i te t i ml i jeka i proizvoda od mlijeka. 
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Na d ruš tven im gospodarstvima u k u p a n bro j goveda se nešto povećao, ali 
se neš to smanjio' broj krava , kako je to vidlj ivo iz izvještaja »Rezultat i uzgoja 
i kon t ro le p rodukt ivnos t i goveda i svinja« S točarskog selekcijskog cent ra H r ­
va t ske u Zagrebu . 













P a s m i n a 
Rasp i . 
b ikova u 
p r i p u s t u 
K r a v a 
P o d m l a t k a 
ženskog m u š k o g 
p r e k o do 1 p r e k o do 1 
1 god. god. 1 god. god. 
U k u p n o 
30 d o m a ć a 
š a r e n a 12 9454 2981 2195 194 1237 16073 
17 c r n o - š a r a 15 7532 3541 1922 16 549 13575 
4 c r v e n o - š a r a 5 935 362 352 1 198 1853 
8 s m e đ a 3 938 185 212 9 10'8 1455 
4 s iva 2 90 31 13 — — 136 
4 j e r s ey 3 187 106 54 — 9 359 
1 h e r e f o r d 1 50 11 11 — 35 108 
1 podo lac 1 . 59 65 10 — 42 177 
69 S v e g a 42 19245 7282 4769 220 2178 33736 
